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要約  
	 本研究では、クルマエビゲノム中に存在した WSSV 類似遺伝子を含む高頻度
反復配列について詳細な研究を行った。クルマエビ類のゲノムサイズは、核内
ゲノム量よりヒトの 70%に相当する約 2,000 Mb と推定されている。無脊椎動
物のモデル生物として知られるキイロショウジョウバエ Drosophila 
melanogaster は約 180Mb (Adams et al., 2000)、水性甲殻類で唯一ゲノム解析
が終了しているミジンコ Daphnia pulex はおよそ 200 Mb (Colbourne et al., 
2011)であることから、クルマエビ類はこれらの生物種に比べ 10 倍のゲノムサ
イズを持つ。さらに、クルマエビゲノム中には、数百 Kb にクルマエビゲノムに
特徴的な、反復配列「高頻度反復配列; Hyperexpansion of large DNA segments 
(LDS) 」が存在した (Koyama et al., 2010)。以上のことより、クルマエビゲノ
ムは既知の生物種には報告されていない構造を持つ可能性が示唆された。 
	 そこで、本研究ではクルマエビゲノム中に見つかった WSSV 類似遺伝子を含
む高頻度反復配列について、より詳細な解析を行うことを目的として研究を行
った。 
	 第 2 章では、クルマエビゲノム中に存在する高頻度反復配列についてより詳
細に解析するため、2 つの BAC クローン、Mj044A01 および Mj052A01 を BAC
ライブラリー中より選別し、配列決定を行った。本研究により解析した 2 つの
クローンおよび先行研究にて解析した Mj024A04、計 3 個の BAC クローンより
得られた配列について ORF を予測した後、相同性検索を行ったところ、合計
20 個の WSSV 類似遺伝子が同定された。これらの遺伝子は WSSV の遺伝子と
20-50％のアミノ酸同一率を示した。これらの WSSV 類似遺伝子の中にはクル
マエビの種々の組織において発現が見られたが、その発現量はわずかであった。
また、17 個の WSSV 類似遺伝子は WSSV 感染後、その発現量が増加した。 
	 WSSV は「ホワイトスポット病」の原因となるウイルスであり、世界中のク
ルマエビ類養殖場で報告されている (Lightner and Redman, 1998)。その病原
性は非常に高く、感染したエビは３〜10 日で死亡すると言われている。ホワイ
トスポット病による被害を防ぐため、多くの研究機関によって WSSV ゲノムの
解析や防除法開発などが行われているが、現在も決定的な解決策の確立には至
っていない。今回見られた WSSV 類似遺伝子のように、ウイルスから宿主に、
あるいは宿主からウイルスに類似遺伝子が伝播する事例は、特に全ゲノム解析
が終了している生物種で数多く報告されている (Cheng et al., 2014; Katsuma 
et al., 2008; Taylor et al., 2011)。しかし、クルマエビに見られる WSSV 類似遺
伝子を含む高頻度反復配列のように複数のウイルス様の遺伝子が宿主ゲノム上
において複数コピーとして存在する例は報告がない。クルマエビ類のゲノムは、
一般的に制限酵素で切断できない、ゲノムライブラリーの構築およびサザンブ
ロット解析が困難であると言われている。本反復配列の全容を解明することに
よって、その原因の一端が解明される可能性がある。今回の解析では、その全
容の解明には至らなかったが、少なくとも 260Kb 以上に渡る領域が高頻度反復
配列を構成していることが明らかとなった。また、BAC クローンの両末端配列 
(BES)解析によって得られた結果には Mj044A01 および Mj052A01 には見られ
なかった WSSV に相同性を持つ配列が存在した	 (Koyama et al., 2010)。これ
ら WSSV に相同性を持つ配列が高頻度反復配列上に存在する可能性があり、そ
れらの BAC クローンについても解析を進めれば、高頻度反復配列の全容解明が
期待できる。 
	 第 3 章では、BAC クローン Mj044A01 および Mj052A01 より発見された heat 
shock protein 70（HSP70）遺伝子と相同性を示す遺伝子 MjHSP70-2 について
解析を行った。heat shock protein（HSP）は、細胞が熱等のストレス条件下に
さらされた際に発現が上昇して細胞を保護するタンパク質の一群であり、真核
生物に広く保存されていることが知られている (Feder and Hofmann, 1999)。
クルマエビ類では、HSP70 および heat shock cognate 70 が既に報告されてい
るが、今回発見した新規 HSP70 様遺伝子（MjHSP70-2）は、 既知のクルマエ
ビ HSP70（MjHSP70）と 66 %の相同性を示した。系統解析の結果、MjHSP70
は他のクルマエビ類と同一のクラスターを形成したが、MjHSP70-2 は真核生物
の HSP70 ファミリーに分類されたものの既知のクルマエビ HSP70 とは異なる
クラスターを形成した。MjHSP70-2 のクルマエビゲノム中のコピー数を解析し
たところ、既知のクルマエビ HSP70 遺伝子と比較して少なくとも 50 倍以上存
在することが示され、HSP70-2 も高頻度反復配列上に存在することが示唆され
た。発現解析を行った結果、MjHSP70 はヒートショック後のクルマエビ中腸腺
において発現量の上昇が見られた。一方、MjHSP70-2 は熱ショックによる発現
変動は見られず、WSSV 感染後のエラにおいてのみ発現量の上昇が見られた。
以上の結果から、クルマエビ高頻度反復配列中に新たに発見された MjHSP70-2
は、既知のMjHSP70とは異なる機能を持つ新規HSP70であることが示された。
以上より、高頻度反復配列には、WSSV 類似遺伝子の他にもクルマエビ類既知
遺伝子と相同性を有する遺伝子が存在し、WSSV 感染によってその発現量が増
加した。しかしながら、本遺伝子の起源についてはまだ未解明である。
MjHSP70-2 の外側の領域に、トランスポゾンが挿入されるような認識配列が存
在しているか探索を行ったが、そのような配列は見られなかった。また、WSSV
は HSP70 遺伝子に相当する配列は有していない。つまり MjHSP70-2 と WSSV
類似遺伝子の起源は異なると予想される。また、高頻度反復配列中には、ウシ
エビ Inhibitor of apoptosis protein (IAP) 遺伝子に相同性を持つ配列が多数見
いだされている (Koyama et al., 2010)。これらの配列の起源および挿入機構が
明らかにされることで、高頻度反復配列の存在意義が解明されると期待できる。 
	 第 2 章および 3 章では、構築された BAC ライブラリーMjBL2 中の BAC クロ
ーンに注目して解析を行った。MjBL2 は、そのインサート配列に偏り生じてい
る可能性が示唆されていた。そこで、第 4 章では、次世代シークエンサー(NGS)
により網羅的なクルマエビゲノム配列決定を行った。454GS-FLX、Ion-PGM お
よび Hiseq2000 より、およそ 37.5 Gb を得た。このうち高頻度反復配列の一部
とされる Mj024A04 と相同性を示す配列は、全体のおよそ 0.9 ％を占めた。ま
たゲノム中の反復配列の割合を RepeatMasker により算出したところ、全体の
25.6 %に反復配列が見られ、クルマエビゲノム中にはクルマエビ特異的な反復
配列が多数存在することが明らかとなった。本結果より Mj024A04 を含む高頻
度反復配列はゲノム中に多数存在することが裏付けられた。また、これらの配
列について相同性検索を行ったところ、53 contig より 33 個の WSSV に相同性
を持つ配列が見つかった。WSSV 類似配列と WSSV ゲノム上の位置関係を比較
したところ、その位置関係は保存されていなかった。 
	 以上の結果より、クルマエビゲノム中より、合計 36 種類の WSSV に相同性
を示す配列が見つかった。注目すべきことにこのうち wsv068 および wsv379
を除く 34 種類については、主要遺伝子をコードすると考えられるものであった 
(Yang et al., 2001)。つまり、主要遺伝子のおよそ 19 %がクルマエビゲノム中
に存在した。さらに、BAC クローン中に見いだされたものについては、高頻度
反復配列中に存在し、クルマエビゲノム中に少なくとも 100 コピー以上存在す
ることが強く示唆されている。 
	 カイコゲノム中にはバキュロウイルスに属する核多角体病ウイルスがコード
する 136 遺伝子のうち、11 %に相当する 15 個に相同性を持つ配列が見つかっ
ているが、それがさらに多数コピーとなって存在するという報告はない 
(Katsuma et al., 2008)。以上のことから、節足動物のゲノムは、ウイルスの遺
伝子配列の宿主ゲノムへの挿入あるいは宿主ゲノムからウイルスへの宿主遺伝
子の伝播が生じる機構の存在し示唆される。さらに、クルマエビゲノムについ
ては、そのウイルス様配列が高頻度反復配列として少なくとも 100 コピー以上
存在した。また、高頻度反復配列中には、LTR レトロトランスポゾンに属する
転写因子 penelope が見いだされている (Koyama et al., 2013)。LTR レトロト
ランスポゾンは自立型の転移因子で、自身のコピーをゲノム中に挿入するため
進化の過程でゲノムサイズの増大に関与すると言われている。LTR レトロトラ
ンスポゾンが持つ逆転写酵素を利用して、DNA あるいは RNA 断片がゲノムに
挿入される例もあることから、クルマエビゲノムが持つ転移因子機能を利用し
て、高頻度反復配列の増大が生じた可能性もある。一方で、同じクルマエビ類
であるウシエビの Fosmid ライブラリー解析両末端配列解析では、WSSV に相
同性を持つ配列が見られたが、Litopenaeus vannamei BAC ライブラリーの両
末端配列解析では、WSSV に相同性を持つ配列は報告されていない (Huang et 
al., 2011; Zhao et al., 2012)。また、同じ十脚目に属する Neocaridina 
denticulata および鰓脚目のミジンコの全ゲノム解析からも、そのような報告は
ない (Colbourne et al., 2011; Kenny et al., 2014)。 
	 以上より、現在、水性甲殻類におけるゲノム解析は未だ不十分な状態である
ことから、十分な考察ができる段階ではないが、今回発見されたクルマエビ類
ゲノム中の WSSV 類似遺伝子の存在と WSSV への感受性に相関が見られた場
合、ホワイトスポット病への対応策の確立に貢献できると考えている。今後、
配列決定技術の進歩により、各生物種の配列データが蓄積されて行くことが期
待される。次世代シーケンサ等による全ゲノム配列解析技術は日進月歩であり、
水産分野でも活発に活用されるようになりつつある。将来、詳細な比較ゲノム
解析が実現すれば、WSSV 感受性とそのゲノム中の WSSV 類似遺伝子の存在に
ついて、なんらかの相互関係を見いだせるのではないかと期待する。 
